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表皮細胞と卵膜との接触が nodal 発現を引き起こすことそして神経胚の回転・停止が 
nodal 発現を左側表皮細胞に限定していることを示唆している。卵膜を除去して発生させ












































Tadpole larvae of the ascidian, Halocynthia roretzi, show morphological left-right 
asymmetry. The tail invariably bends towards the left side within the vitelline 
membrane. The structure of the larval brain is remarkably asymmetric. nodal, a 
conserved gene that shows left-sided expression, is also expressed on the left side, but 
unlike vertebrates, in the epidermis layer. I show that nodal signaling at the late 
neurula stage is required for stereotypic morphological L-R asymmetry at later stages. 
I found a novel mechanism to break embryonic symmetry, in which rotation of whole 
embryos provides the initial cue for left-sided expression of the nodal. Two hours prior 
to onset of nodal expression, the neurula embryo rotates along the anterior-posterior 
axis in a counterclockwise direction when seen in posterior view, and then this rotation 
always stops when the left side of the embryo becomes oriented downwards. It is likely 
that epidermis monocilia appearing at the neurula rotation stage generate the driving 
force for the rotation. When the embryo became to lie on the left side, protrusion of the 
neural fold physically prevents it from rotating further. Results of experiments in 
which neurula rotation is perturbed by various means, including centrifugation and 
sandwiching between cover slips, indicate that contact of the left epidermis with the 
vitelline membrane as a consequence of neurula rotation promotes nodal expression in 
the left epidermis. It is suggested that chemical, and not mechanical, signals from the 
vitelline membrane promote nodal expression. Neurula rotation is also conserved in 





























                          	 	 	 	 	 	 図 1	 脊椎動物の胚における左右軸決定の概要 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 (Raya and Belmonte, 2006, 許諾を得て転載) 
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1-2 nodal と左右非対称性形成 
 
	 nodal 遺伝子の左側発現は、ニワトリ胚やマウス胚における形態的な左右非対称性の出
現より先に起こることが知られている（Levin et al., 1995; Collignon et al., 1996; Lowe et 
at., 1996）。nodal は脊椎動物の初期発生において多様な役割をもつペプチド性の誘導物質
で、トランスフォーミング増殖因子 β(TGFβ)スーパーファミリーの一員である。細胞から
分泌された nodal タンパク質は、細胞膜に存在する nodal 受容体との結合を介して、細胞
質の Smad タンパク質によって核内に伝えられる。核の中で Smad タンパク質は FAST
（FoxH1）などの転写因子と結合して標的遺伝子の発現を調節する（Schier and Shen, 
2000）（図２）。 
	 左右軸の非対称性における nodal タンパク質の関与は、アフリカツメガエルやゼブラフ
ィッシュを含む多くの脊椎動物間で保存されている（Burdine et al., 2000; Whitman et al., 
2001）（図３）。 














図 2	 nodal シグナル伝達経路（Schier and Shen, 2000 を改変, 許諾を得て転載） 
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1-3 nodal flow 
 
	 nodal 遺伝子の左側特異的発現が、脊椎動物の左右非対称性の確立に必要なのであれば、
どのような仕組みで左右非対称な nodal の遺伝子発現が生じるのであろうか。 
	 マウスのノードの細胞にはmonociliaが存在しており、その回転運動によってnodal flow
と呼ばれる左向きの水流を生じさせ、左右対称性を破るためのメカニズムとして働いてい
る  (Nonaka et al., 1998)（図 4）。これは、人工的に右向きの水流を生じさせると左右が
逆転したことで確認されている（Nonaka at al., 2002）。このノード内における左向きの水
流（nodal flow）は、マウス胚における左右決定の最も早い時期に起こる現象と見られて
いる。nodal flow が生じるメカニズムは、ノードの細胞にある monocilia が後方に倒れて
回転することによって左向きの流れを発生させている （Nonaka et al., 2005; Okada et al., 
2005；Hirokawa et al., 2006）（図 5）。この monocilia が傾く現象には、平面内細胞極性 
(PCP) 経路と流体の力が関わっていることが示された （Borovina et al., 2010 ; Guirao et 
al., 2010 ; Hashimoto et al., 2010）。このシステムでは、前後軸の極性と繊毛のキラルな
構造による時計回り（繊毛の先端から見て）の回転運動によって胚の左右対称性は破られ
る。ノードにおける左向きの流れは、ニワトリを除く他の脊椎動物においても発生するこ
とが知られている(Okada et al., 2005)。	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  
図 4	 nodal flow (Nonaka et al., 1998, 許
諾を得て転載) 
(A) 野生型ノードでは 3 つの蛍光ビーズは  
   左向きに移動。破線内がノード。 
(B)（A）の枠内の軌跡。ノード繊毛の周り  
   に反時計回りの渦が観察された。 
(C) kif3B + / -では、ビーズの動きは左向き 
   であった。 
(D) kif3B - / -（繊毛のキネシンの突然変異 
   体）では、ランダムな動きが観察された。 
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1-4	 nodal flow の作用機序 
 
	 このようにいくつかの脊椎動物で nodal flow が確認され、その左向きの水流がどのよう
に左右非対称な形態形成に寄与するのかが明らかになりつつある。マウスのノードでは、
膜で包まれた直径数ミクロンの NVP（nodal vesicular parcel）と呼ばれる粒子がノード細
胞から出てきて、nodal flow によってノードの左側へ運ばれている。NVPs はソニックヘ
ッジホッグ（SHH）とレチノイン酸（RA）を含んでおり、これらのシグナルに依存して、











図 6	 ノード繊毛の回転による nodal flow（青矢印）が、SHH と RA を含んだ NVPs（nodal 
vesicular parcels、黄色い粒を赤線で囲んだもの）をノードの左側へ運ぶ模式図。（Tanaka 
et al., 2005, 許諾を得て転載） 
 
1-5	 nodal flow より早い段階での左右非対称性の確立 
 
	 マウスでは、ノードにおける nodal flow が左右決定の最も早い時期に起こる現象だと考
えられているが、アフリカツメガエル・ニワトリ・ゼブラフィッシュでは、nodal flow に
加えて発生の非常に初期の段階で、H+/K+ATP アーゼ活性によって作られるイオン flux の
ような左右非対称シグナルによって、左右非対称性が確立する可能性も報告されている
(Levin et al., 2002; Qiu et al., 2005; Kawakami et al., 2005)。 
	 アフリカツメガエルやニワトリ（ニワトリにはノードに繊毛はない）では、次のような
3 つのモデルが示されている（Levin et al., 2002）。まず 1 つ目のモデルは、H+/K+ATP ア














































る（Pohl et al., 2010）。 
 
	 図 8	 センチュウの 4 細胞期胚 
	 から 8 細胞期胚（Wood, 1991, 許	  
	 諾を得て転載） 
	 	 A：4 細胞期の左側面	  
	 	 B：4 細胞期の背側	  
	 	 C：6 細胞期の背側	  






ることが報告された（Grande et al., 2009）。この結果は、nodal シグナル伝達経路が新口
動物に特有の特徴ではないことを示している。また、nodal が発現する前のらせん卵割が
始まる第 3 卵割において割球配置を人為的に変更すると、巻き方の左右性を変更できるこ
とも明らかにされている（Kuroda et al., 2009）（図 9）。 
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図 9	 第 3 卵割期に細胞配置を人為的に操作すると（図の中央）、逆巻の貝になる（Kuroda 















称性の形成に重要な役割を果たしていると考えられている（Hozumi et al., 2006）（図 10）。 
 
図 10	 ショウジョウバエの腸にお
ける左右非対称性（Hozumi et al., 
2006, 許諾を得て転載） 
(a) 野生型の腸上皮におけるアクチ









す細胞について、動く方向を矢頭で示す。スケールバー：10 µm 	 (d) ショウジョウバエ






et al., 2000; Boorman et al., 2002）（図 11）。マボヤのオタマジャクシ幼生では、２つの形
態的な左右非対称性が見られる（結果 3-1 章も参照）。第一に、幼生の尾は限られたスペー
スである囲卵腔内で常に左側へ巻く。第二に、脳の構造が著しく非対称で、脳胞と感覚色
素細胞が正中線の右側に位置する; （Taniguchi and Nishida, 2004）（図 12）。また、ホヤ
の遺伝子 nodal や、nodal シグナルによって発現が誘導される Pitx（転写因子をコードす
る）が神経胚や初期尾芽胚の左側で発現することが知られている。しかし、その発現は表
皮細胞で起こり、脊椎動物の場合のように中胚葉では発現しない(Morokuma et al., 2002; 
Shimeld and Levin, 2006; Yoshida and Saiga, 2008)（図 13）。さらに、ホヤにはノード
に相当する領域は存在せず、ノード繊毛の回転運動による nodal flow のような流れは生じ
ない。 
図 11	 カタユウレイボヤにおける形態的左右非対称性（Boorman et al., 2002 を改変, 許
諾を得て転載） 
H：カタユウレイボヤの幼生。感覚胞（sv）中に２つの感覚細胞が存在する。  






け る 左 右 の 境 界 (Taniguchi 
and Nishida, 2004, 許諾を得
て転載） 
（上）受精後 29 時間と 34 時 
      間の尾芽胚。 
（左）2 細胞期の右割球に 
	 	 	 HRP を注入。受精後 29 
	 	 	 時間後に固定。脳にお 
	 	 	 ける標識および非標識 
	 	 	 領域の境界は、胚全体 
	 	 	 の正中線と一致する。 
（右）2 細胞期の左割球に 
	 	 	 HRP を注入。受精後 34 
	 	 	 時間後に固定。脳にお 
	 	 	 ける左右の境界は、 
	 	 	 Lv.2 – 6 の間で、後方 
	 	 	 から見て時計回りに回 
	 	 	 転してずれている。 
	 	 	 Lv.2-6 は切片の位置を 
	 	 	 示し、Lv.6 が最も後方。 
	 	 	 29 時間尾芽胚のスケー 
	 	 	 ルバーは、100 µm。 
	 	 	 切片のスケールバーは、 























れらの脊椎動物では nodal flow という現象が観察されており、マウスではそれが左右対称










形態が報告されている(Morokuma et al., 2002)。しかし、nodal の非対称な発現と幼生の
非対称な形態との関係は未知である。 


























① 神経胚回転のDriving Forceである繊毛の存在	 →	 ② 神経胚回転	 →	 ③ 神経胚の
左側が下向きになり卵膜と接触	 →	 ④ 卵膜からの化学的シグナルにより初期尾芽胚の















	 受精卵は濾過海水中で、13℃で発生させた。濾過海水は自然海水に 50 mg/L のストレプ
トマイシン硫酸塩 (Sigma) と 50 mg/L のカナマイシン硫酸塩 (Nakarai) を加え、孔径
0.45 µm のニトロセルロース膜 (Millipore) を用いて濾過滅菌したものである。 
 
2-2 nodal 阻害剤 
 
	 nodal シグナル伝達経路を阻害するために、胚を 5 µM SB431542 (Sigma)で処理した。
SB431542 は、アクチビンや nodal などのリガンドの受容に関わる TGF-βタイプ I 受容体
ALK4、ALK5、ALK7 をブロックする。この際、BMP リガンドに結合する他の ALK フ
ァミリーメンバーは阻害されない（Inman et al., 2002）。また、この阻害剤は既にこれま
でのホヤの実験でも使用され有効性が示されている（Hudson and Yasuo, 2005; 2006; 
Hudson et al., 2007; Yoshida and Saiga, 2011）。本実験での阻害剤処理は受精後 10 時間








	 卵膜内で胚の向きを固定するための方法として遠心力を用いた。受精後 15 時間の神経胚
回転の直前にタングステン針を用いて、胚の左側を下向きにした後で（あるいは右側を下



















0.5 M 塩化ナトリウム・0.1 M MOPS (pH7.5)を含む固定液で、4˚C、16 時間固定し、その






観察した（JEOL JSM-5800 と HITACHI SU6600）。 
  
2-6 Whole mount in situ hybridization 
 
	 Hr-nodal (Morokuma et al., 2002)と Hr-ETR-1（Yagi and Makabe, 2001）の mRNA
の検出は、Wada et al. (1995)の Whole mount in situ hybridization の方法に従って行な


























	 マボヤのオタマジャクシ幼生では、2 つの形態的な左右非対称性が見られ（Morokuma et 
al., 2002）、本研究でもこれらを再確認した。第 1 に、幼生の尾が伸長するにつれて、ほと
んどの場合、尾は囲卵腔内の限られたスペース内で左側に巻く（90-100%、卵のバッチや
産卵時期により差が出る；図 14A）。背側正中線は、in situ hybiridization により ETR-1
遺伝子の神経管特異的発現を検出することによって可視化すると、この過程は容易に認め
られる（図 14C-E）。第 2 に、幼生の脳は非対称な形態を示し、otolith や ocellus の感覚色
素細胞がほとんどの幼生において脳内で右側に位置し、otolith を包んでいる脳胞も正中線
より右側に配置する（図 14A）。これらの非対称な位置は、胚の切片を観察すると良く分か
る（図 14F）。これらの形態的な非対称性の出現に先立ち、nodal 遺伝子やその下流の Pitx
遺伝子の発現が、後期神経胚から初期尾芽胚の左側に観察される（Morokuma et al., 2002）。
この nodal の発現は 13˚C 下において受精後約 17 時間で始まり、18 時間で最高になり、
23 時間までに減少する（図 14G-I）。 
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感覚色素細胞が正中線の左側に位置している。（C E）尾が伸長中の胚における ETR-1 発




の遺伝子発現の時間プロファイル。背側から見て。nodal の発現は 13˚C で受精後 17 時間
後に始まり、18 時間で最大に達し、次第に減少していく。 
 
3−2 nodal シグナリングの阻害は、オタマジャクシ幼生の左右非対称性を崩す 
 
	 オタマジャクシ幼生の左右非対称性な形態形成における nodal シグナルの機能を調べる
ために、胚を nodal 受容体の阻害剤で処理した。その処理は、受精後 10 時間（原腸胚）
以降 22 時間（中期尾芽胚）まで、2 時間おきにスタートし、観察時点まで継続した（図
15A、E	 グラフ下	 青棒線）。孵化直前（受精後 35 時間）に、卵膜内で尾が巻く方向を
観察し、記録をとり、ふ化後、体幹と背側・腹側のフィンを使って正中線を割り出し、脳
胞の位置を観察した。コントロールとして DMSO で処理した幼生の尾は、95%以上の割合
で左側に巻いた（図 15B ）。阻害剤 SB431542 処理を原腸胚直前の 64 細胞期（８時間）
に始めると、ほとんどの尾の形成は異常になった(data not shown)。これは、nodal シグナ
ルが、原腸胚期において尾を形成する 3 つの組織である二次筋肉細胞・二次脊索前駆細胞・
背側神経管細胞のそれぞれの細胞運命決定に関わっているという観察と一致する（Hudson 
and Yasuo, 2005; 2006; Hudson et al., 2007）。異常な尾の形態形成は、阻害剤処理が遅く












れる（図 15G—H）。 これらの結果は、後期神経胚から初期尾芽胚期の左側表皮の nodal
遺伝子の発現が、尾の巻き方と脳胞の位置における左右非対称性の形成にとって極めて重
要であることを示唆している。また、nodal 遺伝子の発現の前に阻害剤処置を行っても
nodal 遺伝子の発現自体に対する影響は、45 個体中 43 個体で出なかった。このことは、
マボヤの nodal遺伝子発現に脊椎動物でしばしば見られるような autoregulationがないこ























図 15	 nodal の受容体阻害剤による処理	 （A、B）尾の巻く方向。	 (A)nodal 受容体阻




巻くもの。黄色は異常な形態のため判断できないもの。	 (B) DMSO 入り海水中で発生さ
せた control 幼生。	 (C、D) C:正常、D：正常とは逆に右に巻く例。 (E、F) 脳胞の位置。 
(E) nodal 受容体阻害剤処理。赤は逆の左側配置。青は通常の右側配置。緑は中央配置。黄




3-3 Neurula rotation（神経胚の回転） 
 
	 マボヤの卵には卵膜内に大きな囲卵腔スペースが存在し、卵の直径は 280 µm、卵膜の
直径は 560 µm である。タイムラプスビデオを撮影すると、後期神経胚が前後軸に沿って
卵膜内で回転し、回転後すべての胚の左側が下向きになっていることが分かる（図 16A,B









































図 16	 神経胚回転	  
（A）受精後約 15 時間の神経胚回転の直前。タイムラプスムービーのスナップショット。
アスタリスクは、神経胚の背側前方の位置を示す (神経板の前方端)。アスタリスクの付い
ていない胚は、背側が下向きになっている。スケールバ ：ー100 µm. 	 (B) 神経胚回転後。
胚の小さな突起は、前方神経管が閉じている領域で、背側前方(アスタリスク) を示してい
る。神経胚回転の後、すべての胚は左側を下向きにしている。	 (C) 神経胚回転の方向と







3-4 表皮細胞上の Monocilia の存在 
 
	 次に、神経胚回転のドライビングフォースについて調べるため、神経胚回転期の胚を走





転直後に、約 3 µm の短い繊毛が観察され（図 17E、黄 bar）、3 時間後さらに長くなった
繊毛が観察され、最長 5µm の長さに達した（図 17F）。これらの観察から、繊毛の運動が
神経胚回転を引き起こす driving force である可能性が示唆される。 
	 ここで卵が受精して、幼生が孵化するまでの過程を図 18 にまとめた。マボヤは受精後
15 時間頃になると神経胚が回転し、胚の左側を下向きにしたところでその回転は停止する。
また、この回転開始に一致して胚の表皮細胞に繊毛が観察された。その繊毛の存在は胚の
回転可能な時期と一致する。受精後 17 時間ごろから胚の左側表皮に nodal が発現し始め、




図 17	 神経胚表面の表皮細胞を走査型電子顕微鏡で観察した繊毛	  
 (A) 背側から見た胚全体。緑の領域は閉じつつある neural fold と前方正中線の表皮細胞
の領域で、繊毛は観察されない。	 (B) (A)の黄色の四角形に対応する拡大図。赤の矢頭は
繊毛を示す。	 (C)腹側表皮細胞の繊毛。	 (D) 繊毛は神経胚回転の前には存在していない。
(E)回転直後では、約 3 µm の長さの短い繊毛が観察された。黄色のバーは、繊毛の長さを
示す。	 (F)繊毛は 3 時間で、5µm の長さに達した。 
 









ーターにセットし、2000 rpm で 1.5 時間穏やかに遠心した。遠心後、胚の左側を下向きに




通常とは逆の左側に位置した（図 19B）。さらに nodal の発現を、初期尾芽胚期で観察し
た結果、左側を下向きにした胚では、胚の左側で発現し、逆に、右側を下向きにした胚で












































3-6 神経胚回転後の胚と卵膜との接触が nodal  発現に重要である 
 
	 上記の 2 つの可能性を識別するために、神経胚の左右両側が卵膜と接触するように左右
からスライドガラスとカバースガラスで胚をはさみ、その状態を 90 分間維持した。胚の左
右どちら側を下向きにしてはさんだとしても、尾の巻き方は卵膜内で左右にランダム化さ






生の尾と脳胞の発生が異常になった。このとき、nodal の発現を調べると、33 個体中 21
個の胚で nodal が発現しなかった（図 20C）。このことは、背側や腹側の正中線上の表皮
細胞は、nodal 遺伝子を発現する能力をもっていないことを示唆している。これは、正常
胚において、nodal は胚の左側面にのみ発現するが、正中線上の領域では発現しないこと
と一致する（たとえば、図 14H 参照）。33 個体中 5 個体の胚では、nodal が背側や腹側で
はなく、左右両側で発現した（図 20C’）。これらの場合は、胚がより強く押しつぶされ、
左右両側面の表皮細胞が卵膜と接触するようになったためと考えられる。 









30 分から・回転終了直後から・回転終了後 30 分から、それぞれの胚の左右両側を 30 分間
はさみ、その後の尾の巻く方向を観察した（図 21）。神経胚回転直後の 10 分間で（0-10
分）胚をはさみ、30 分間その状態を維持することで、尾の巻き方が最も効率よくランダム



















3-7 卵膜が nodal 発現に不可欠である 
 
	 胚の表皮細胞と卵膜との接触が nodal 遺伝子発現のために重要であるという可能性をさ
らに追求した。神経胚回転の前に、細いタングステン針を用いて卵膜を取り除き、寒天を
敷いたシャーレで胚を発生させると、nodal の発現は 38 個体すべての胚で観察されなかっ
た。回転直後に卵膜を除去しても、同様の結果となった（27 個体中すべての胚で nodal
発現は観察されなかった）。回転後 1時間で卵膜を除去した場合は、27個体中 23個体（85%）
で、胚の左側に nodal が発現した。同様に、回転後 2 時間で卵膜を除去した場合は、42 個
体中 41 個体（98%）で胚の左側に nodal が発現した。回転直後に卵膜を取り除いたときの
結果は、回転運動そのものが nodal 発現に重要ではなく、その後の胚と卵膜との一定期間
の接触が欠かせないことを示している。 
	 次の疑問は、何が nodal 発現を誘発するか（接触による機械的刺激が誘発するのか、そ
れとも卵膜からの化学的刺激が誘発するのか）ということである。卵膜を取り除いた寒天
上の裸の胚では、決して nodal は発現しない（図 22A）。物理的接触を模倣するために、
胚がガラスに張り付くのを防ぐためにゼラチンで被覆されたガラスを用いて、裸の胚を左
右軸で穏やかにはさんだ（図 22B）。しかし、nodal は発現しなかった。 また、卵膜の外
には多数の濾胞（follicle）細胞が付着しているが、その卵膜の外側から胚を左右軸ではさ
むと、左右両側で nodal が発現した（図 22C）。化学的シグナルが濾胞細胞から分泌され
ているかどうか調べるために、プロテアーゼの短時間処理により、濾胞細胞を受精直後と
神経胚回転の直前に除去した胚を左右両側からはさんだ。すると、すべての個体で、卵膜






図 22  nodal 発現に卵膜は必要であるが、濾胞細胞は不必要である。	  




nodal が発現した。(D)前者と同様に、濾胞細胞を取り除いた卵膜も左右両側で nodal が発
現した。  
 




(Dr. R. Schnabel and Dr. A. Hejnol によって撮影されたタイムラプスムービーによって確
認した。)、Phallusia mammillata（Dr. T. Negishi によって撮影されたタイムラプスムー
ビーによって確認した。）、Corella inflata （Drs. K. Sherrard and G. von Dassow によっ















4-1 nodal シグナルと幼生の非対称な形態 
 
	 幼生の尾は、卵膜内の限られたスペースの中で左側へ巻く。尾の巻く方向は、nodal 受






















ヤにおいても同様のことが観察されている（Morokuma and Nishida, unpublished）。 
Yoshida and Saiga (2011) は、後期尾芽胚の脳胞において発現した nodal が、脳の非対称
形成に役割を果たすことを示唆している。しかし、今回のマボヤでの結果はこの仮説を支
持しない。nodal 受容体の阻害剤に対する感受性期間は、初期尾芽胚期における左側表皮

















	 マウスのノードに存在する monocilia は後方に傾いていて、繊毛は先端から見て時計回












	 胚の左が下側にくると、神経胚回転は常に止まる。 胚の左が下向きになると、neural 
fold の小さな突起が、それ以上の胚の回転を妨げると推測される（図 23）。 この仮説は、













図 23	 神経胚回転のモデル	 繊毛は、神経胚回転の時期に neural fold を除く、胚の表面
の表皮細胞全体に、細胞あたり１本ずつ存在する。これらの繊毛は、胚の後方から見て反
時計回りに胚全体を回転させるドライビングフォースを生み出していると考えられる。胚






4-4 左側の表皮と卵膜との接触が nodal 発現を促進する 
 
	 神経胚回転後 2 時間で、nodal の遺伝子発現は左側表皮で始まる。卵膜除去、遠心実験、
サンドイッチ実験のすべての結果は、左側の表皮と卵膜との接触が左側の nodal 発現を促
進することを示している。次のような証拠がこの結論をさらに支持している。脊椎動物で
は nodal や Pitx の発現は左側中胚葉で観察されるが、ホヤでは左側表皮の細胞で起こる。 
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